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摘 要 
Armored RNA 技术是近几年发展起来的一种新的 RNA 质控品的制备技术。
该技术的原理就是利用基因工程方法将包含有大肠杆菌 MS2 噬菌体的外壳蛋白
基因的序列及外源片段克隆到表达载体中，这一载体能够将外源克隆片段转录成
重组 RNA，并利用载体上 MS2 的外壳蛋白基因合成的外壳蛋白将其装配成球状
RNA 病毒结构的 RNA-蛋白质复合体，我们称之为 RNA 病毒样颗粒。目前
Armored RNA 技术正逐渐应用于 RNA 病毒的检测方面。 
首先，根据 Armored RNA 技术的原理，构建了能表达耐核糖核酸酶病毒样颗
粒的载体，选取口蹄疫病毒 IRES RNA 片断为内标检测基因，克隆到表达载体噬
菌体基因的下游，最终得到能够表达病毒样颗粒的原核表达载体，转化大肠杆菌
进行诱导表达。通过对表达产物的双酶消化实验进行初步确认。提取表达产物的
RNA 进行反转录 PCR，可以确定表达产物是含口蹄疫病毒 IRES RNA 的病毒样颗
粒。蔗糖密度梯度离心纯化表达产物，透射电镜观察其形态。一系列的实验结果
表明，本研究制备得到的病毒样颗粒为含口蹄疫病毒 IRES RNA，直径约为 26nm
的圆形颗粒。该病毒样颗粒具有耐核糖核酸酶的特性，稳定性良好，易保存。 
其次，通过设计荧光双链探针对病毒样颗粒 RNA 进行一步法反转录实时荧光
PCR 检测。我们以 IRES 为检测靶序列，系统优化了检测病毒样颗粒 RNA 的反应
体系和反应条件。结果表明，在最优的检测条件下，荧光双链探针可以在 2h 内通
过一步法反转录荧光 PCR 检测出病毒样颗粒外壳蛋白包裹的 IRES RNA。 
最后本研究通过优化反应体系，以病毒样颗粒为内标，对禽流感病毒进行实
时荧光 PCR 检测。实验结果说明，实时荧光 PCR 可以迅速准确的检测禽流感病
毒，同时由于内标的存在，也避免了在整个病毒检测过程中抑制因子的存在或者
人为误差等因素造成的假阴性结果。 




















病毒样颗粒为以后 RNA 病毒的检测提供了一个良好的平台。 
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ABSTRACT 
Armored RNA technology is a new technique of preparation for RNA quality 
control, which is developed in recent years. The principle is that E.coli bacteriophage 
MS2 coat protein gene and foreign fragment was cloned into the expression vector by 
genetic engineering methods, and the foreign fragment can be transcripted into 
recombinant RNA. The recombinant RNA is packaged by MS2 coat protein as 
RNA-protein complex. This spherical RNA-protein complex was named as virus-like 
particles. Now Armored RNA technology is gradually applied to the research of 
detection of RNA viruses. 
Firstly, according to the principle of Armored RNA technology, a vector that can 
express RNase-resistant virus-like particles was constructed. The Foot-and-mouth 
disease virus IRES RNA fragment was selected as the internal standard gene. The gene 
was cloned into the expression vector, then the prokaryotic expression vector 
expressing virus-like particles was obtained and was induced. The expression products 
was confirmed by the enzyme digestion assay. The virus-like particles RNA was 
extracted and was identified by RT-PCR. Then we confirmed that the expression 
products were virus-like particles containing foot-and-mouth disease virus IRES RNA. 
The expression products were purified by sucrose density gradient centrifugation and 
were observed by transmission electron microscope. A series of experimental results 
showed that the expression products were circular virus-like particles containing 
foot-and-mouth disease virus IRES RNA. The diameter of the virus-like particles is 
about 26nm. The prepared virus-like particles with good stability are easy to preserve 
because of the RNase - resistant characteristic. 
Secondly, the IRES gene was selected as the target, and we tested the virus-like 
particles RNA by double-stranded fluorescent probes in one-step reverse transcript 
real-time fluorescence PCR assay. Then we optimized the reaction systems and the 
reaction conditions. The results showed that double-stranded fluorescent probes could 
test the virus-like particles IRES RNA in the optimal one-step reverse transcript 
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Finally, the prepared virus-like particles was selected as internal control, and avian 
influenza virus was tested through adjusting the reaction system in real-time 
fluorescence PCR assay. The experiment results showed that avian influenza virus 
could be quickly tested by real-time PCR. And because of the internal control, we can 
also avoid the false negative results caused by inhibitors and human error in the assay 
or other factors. 
The virus-like particles containing foot-and-mouth disease virus IRES RNA 
prepared in the study were tested by a series of experiments and applied to the detection 
assay of avian influenza virus. From these experiments, we can know that the structure 
of the virus-like particles is similar as RNA virus. Both of them are RNA-protein 
complexes with RNA wrapped by coat proteins. So we can put the virus-like particles 
together with other virus, then they experience RNA extraction, reverse transcription 
PCR amplification and detection in order to monitor the whole process and avoid false 
negative results. The virus-like particles with RNase - resistant characteristics have 
good stability. They are also secure and easy to store. Therefore, The virus-like particles 
prepared in the study provide a good platform for the detection of RNA viruses. 
 
Key words: Armored RNA technology；virus-like particles； 
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第一章 前 言 






洲鸡瘟 [1-4]。禽流感最早是由 Perroncito 记述 1878 年发生在意大利鸡群的一种严
重的疾病。1901 年，Centannic 和 Sarunozzi 分离和描述了该病的病原。但直到 1955 

































进而造成结果的偏差，甚至假阴性的结果，所以 RNA 病毒的 PCR 测定必须使用
质控品和标准品，才能保证结果的可靠性。传统的 RNA 病毒扩增检测的质控品和
标准品有两种：一种为裸露的 RNA 或者原病毒颗粒，另一种为体外转录 cDNA。
前者容易被广泛存在的核糖核酸酶降解且具有传染性，后者不能反应样品提取和
逆转录过程对测定的影响。近几年，Pasloske 等人提出了一种新的 RNA 质控品制
备技术，即装甲 RNA（Armored RNA）技术[12,13]。装甲 RNA 技术是指由 MS2噬
菌体外壳蛋白包裹重组 RNA 的技术。目前 Armored RNA 技术正逐渐应用于 RNA
病毒的检测等方面[14-18]。综上所述要准确迅速的检测禽流感病毒，充分了解禽流
感病毒的情况和检测方法是至关重要的。以下我们将从 Armored RNA 技术、实时
荧光 PCR 方法及禽流感病毒三个方面进行详细介绍。 
1 .1 装甲 RNA（Armored RNA）技术 
近年来，由于 RNA 定量检测技术如反转录 PCR、核酸依赖的序列扩增
（NASBA）[19,20]、分枝链 DNA[21]、转录调控扩增[22]等技术的发展，这些技术已








系。最初 RNA 质控品的制备主要是通过合成相应的 DNA 模板，然后经体外转录
方法合成[23-25]。这种方法制备的 RNA 质控品有两个缺点：一是稳定性差，由于
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1997 年 Pasloske[12,13] 等人提出了一种新的 RNA 质控品制备技术，即装甲
RNA（Armored RNA）技术解决了以上传统 RNA 质控品存在的问题。Armored RNA
技术的原理[28-30]是将包含有大肠杆菌 MS2 噬菌体的外壳蛋白基因的序列及外源
片段克隆到表达载体中。这一载体能够将外源克隆片段转录成 RNA，并利用载体
上 MS2 的外壳蛋白基因合成的外壳蛋白将其装配成球状 RNA 病毒结构的 RNA-




图 1-1 大肠杆菌 MS2 噬菌体基因组[25] 
Fig 1-1 E. coli MS2 bacteriophage genome 
 
             
图 1-1 大肠杆菌 MS2 噬菌体基因组[25] 
Fig 1-1 E. coli MS2 bacteriophage genome 
 
大肠杆菌 MS2噬菌体属于正极性单链 RNA 球形病毒，基因组全长 3659bp，
编码成熟酶蛋白（或 A 蛋白）、外壳蛋白、复制酶蛋白和裂解蛋白等 4 种蛋白质分
子（如图 1-1）。每个 MS2噬菌体是含有 180 个拷贝的外壳蛋白，一拷贝的成熟蛋
白，包裹一分子 RNA 的正二十面体[31]。在早期噬菌体的研究中发现，噬菌体复制


























组装为成熟的病毒样颗粒，并具备耐 RNase 作用的特性[28]。如果将 MS2 噬菌体的
成熟酶蛋白、外壳蛋白的基因以及包含基因调节元件的 5′非编码序列的基因和外
源片断一起克隆到表达载体中，载体可以将噬菌体基因和外源基因转录成重组
RNA，同时外壳蛋白进行包装，得到可以包裹重组 RNA 的病毒样颗粒[30]。Armored 
RNA 包装体系如图 1-2 所示： 
 
 
    
图1-2 装甲RNA的包装体系示意图 
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Armored RNA技术采用基因工程方法表达的蛋白-RNA复合体作为 RNA病毒
检测的内标具有以下优点：首先，这种蛋白-RNA 复合体的结构与 RNA 病毒相似，
即都是蛋白外壳包裹核酸，因此可以把内标与病毒材料放在一起，共同经历核酸
提取、反转录和 PCR 扩增，从而对 RNA 病毒的检测进行全程监控，避免出现假
阴性结果。其次，Armored RNA 技术得到的病毒样颗粒无传染性，不会对实验人
员造成伤害，因此生物安全性较好。最后，由于这种病毒样颗粒具有耐核糖核酸
酶的特性，所以作为 RNA 病毒检测的内标稳定性良好，并且易于保存。 
1.2 实时荧光 PCR 技术 




[37-39]。聚合酶链反应(polymerase chain reaction，PCR) 技术发明至今已 20 余年了，
在这期间该技术得到了不断的发展，比如杂交法、竞争法、酶联法及尿苷酶降解
法等，但均不很成功，直到实时荧光 PCR 技术出现后上述问题才得到较好的解决。
实时荧光定量 PCR(Real-time fluorescent quantitative PCR，FQ-PCR) 是在 PCR 技
术基础上发展起来的一种高度灵敏的核酸定量技术，1996 年由美国 Applied 
Biosystems 公司首先推出。它是在 PCR 反应体系中加入荧光基团，利用荧光信
号积累实时监测整个 PCR 进程，最后通过标准曲线对未知模板进行定量分析。实
时荧光 PCR 是用产生荧光信号的指示剂显示扩增产物的量[40-44]。实时荧光 PCR
进行实时动态连续的荧光监测，消除了标本和产物的污染，且无复杂的产物后续
处理过程。实时荧光 PCR 的荧光信号是通过荧光染料嵌入双链 DNA，或双重标
记的序列特异性荧光探针或能量信号转移探针等方法获得，大大提高了检测的灵
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1.2.1 实时荧光 PCR 原理 
实时荧光 PCR 技术，是指在 PCR 反应体系中加入荧光基团，利用荧光信号
累积实时监测整个 PCR 进程，最后通过标准曲线对未知模板进行定量分析的方
法。在 real-time 技术的发展过程中，两个重要的发现起着关键的作用[45]：(1) 在
90 年代早期，Taq DNA 多聚酶的 5′核酸外切酶活性的发现，它能降解特异性荧光
标记探针，因此使得间接的检测 PCR 产物成为可能。(2)此后荧光双标记探针的
运用使在一密闭的反应管中能实时地监测反应全过程。这两个发现的结合以及相
应的仪器和试剂的的商品化发展导致实时荧光 PCR 方法在研究工作中的运用。 
PCR 反应过程中产生的 DNA 拷贝数是呈指数方式增加的，随着反应循环数
的增加，最终 PCR 反应不再以指数方式生成模板，从而进入平台期。在传统的
PCR 中，常用凝胶电泳分离并用荧光染色来检测 PCR 反应的最终扩增产物，因




终的平台期，因此可以在 PCR 反应处于指数期的某一点上来检测 PCR 产物的量，
并且由此来推断模板最初的含量[40]。为了便于对所检测样本进行比较，在实时荧
光 PCR 反应的指数期，首先需设定一个荧光信号的域值，一般这个域值(threshold) 
是以 PCR 反应的 15 个循环的荧光信号作为荧光本底信号(baseline)，荧光域值的
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